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@ Anordnung zur bildlichen Darstellung und Analyse von Fluoreszenzsignalen 

Die Erfindung betrifft eine Anordnung zur bildlichen Dar- 
stellung und Analyse von Fluoreszenzsignalen und kann zur 
Analyse des Abklingverhaltens von Impulsen bei der Fluo- 
rometrie angewandtwerden. 

Die Aufgabe, eine Anordnung zur quantitativen Fluorome- 

trie anzugeben, mh der Bilder der raumlichen Verteilung des 

Abklingverhaltens in Mikroobjekten im ns-Bereich erzeugt 

und dargestellt werden konnen, wird getost, indem der bei- 

spielsweise durch gepulstes Laserlicht hervorgerufene Fluo- 

reszenzimpuls durch sen n ell reagierende elektronische Mit- 

tel in seiner Gesamthert oderTeilen davon weiterverarbeitet 

wird. Die Fluoreszenzenergie kann in Speicherelementen 

abgesetzt und zur bildlichen Darstellung benutzt werden. 

Das Objekt wird durch elektronische Steuermittel raster- 
* fdrmig bewegt, und der Vorgang kann beliebig oft wieder- 
f holt warden. 
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Patentanspruche worfen, das ublicherweise mit Okularen betrachtet oder 

auch fotometrisch untersucht werden kann. Diese L6- 

1. Anordnung zur bildlichen Darstellung und quan- sungen haben den Nachteil daB die Fiuoreszenzintensi- 
titativen Analyse von Fluoreszenzsignalen, bei der tat wShrend der Untersuchung nachlaflt und nacheinan- 
beispielsweiseraittelsgepuIstemLaserlichteinPrfi- 5 der gemessene Werte nicfat unmittelbar vergleichbar 
parat zur Fluoreszenz angeregt und die entstehen- sind Es besteht keine MdgKchkeit einer Kurzzeitanaly- 
den Fluoreszenzimpulse von einer fotoelektrischen se des Fiuoreszenzvorganges (Beyer, R, Handbuch der 
Einrichtung analysiert und registriert werden und Mikroskopie, Berlin, 1977). Eine Kurzzeitanalyse ist not- 
das Praparat relativ zum Anregungslicht verschieb- wendig, wenn die zu untersuchenden Objekte eine Fluo- 
bar ist, gekennzeichnet dadurch, daB durch geeig- 10 reszenzstrahlung abgeben, die sich durch wellen&ngen- 
nete und an sich bekannte Mittel ein gesamter dispersive Mittel nicht ausreichend von der Fiuores- 
Fluoreszenzimpuls oder wahlbare, zeitlich be- zenzstrahlung der Umgebung trennen laBt, wie in 
grenzte Teile davon zur Weiterverarbeitung vor- DE-PS 28 18 841 C2 beschrieben. 

handen sind, daB die zeitlich begrenzten Teile Bekannt sind weiter Einrichtungen zur Kurzzeitfluo- 

durch Wahl der Zeitpunkte des Beginns und Endes 15 reszenzanalyse kleinster Objektstellen, bei denen ein 

jedes Teiles festgelegt sind, daB eine Speicherung auBerst kurzer Lichtimpuls durch ein Mikroobjektiv auf 

der Gesamtenergie der Fluoreszenzimpulse oder die Probe fokussiert und der von der bestrahlten Ob- 

der Energie eines oder mehrerer der zeitlich be- jektstelie ausgehende Fluoreszenzimpuls mittels schne!- 

grenzten Teile davon oder durch geeignete Opera- ler lichtelektrischer Empfanger in seinem zeitlichen 

tionen aus den Energiebetrigen abgeleitete Kenn- 20 Verlauf registriert und anschlieBend grafisch dargestellt 

grdBen in Elementen eines Bildspeichers ausge- und/oder matheraatisch analysiert wird, wie in Docchio, 

ftihrt ist, daB die Speicherelemente den bestrahlten F„ et aL, Journ. Microsc. 134 (1984) 151 beschrieben. 

PrSparateorten paarweise zugeordnet sind, daB Diese Einrichtungen sind frei von sog. fading und bieten 

durch PrSparateverschiebung alle gewttnschten die Mdglichkeit zeitaufgeldster Fluorometrie. Durch 

Orte des Prfcparates auswertbar und die Messun- 25 wiederholte Anwendung ist es mit den genannten Ein- 

gen wiederholbar sind, daB der Inhalt des Bildspei- richtungen zwar prinzipiell moglich, einen Uberbiick 

chers anschlieBend bildlich dargestellt ist. fiber die raumliche Verteilung von Substanzen mit zeit- 

2. Anordnung nach Anspruch l.gekennzeichnet da- lich verschiedener Fluoreszenzantwort zu erhalteh, 
durch, daB eine f Or alle gewiinschten Orte des PrS- aber nur mit groBem Zeitaufwand 

parates gleiche, wMhlbare Anzahl von Anregungs- 30 Zur Behebung dieser Schwierigkeit wird in DE-PS 
impulsen gleichartig ausgewertet und die jedem 30 37 983 C2 vorgeschlagen, ein Empfangerdiodenarray 
Ort des PrSparates entsprechenden Summen oder in der Abtastrichtung in der Bildebene eines Scan^ing- 
Mittelwerte der Fluoreszenzenergien oder der Tei- Mikroskopes zu verwenden. Das gewShrleistet wieder- 
le davon zur Weiterverarbeitung vorgesehen sind. urn nur eine geringe Zeitauflosung und kann nur bei 

3. Anordnung nach Anspruch 1 und 2, gekennzeich- 35 relativ langsam abklingender Fluoreszenz eingesetzt 
net dadurch, daB fOr die bildliche Darstellung der werden, demnach nicht bei den meisten wichtigen Ei- 
Fiuoreszenzenergien em Farbdisplay vorgesehen genfluoreszenzen biologischer Zellen oder sonstigen 
ist und die gespeicherten Werte zur Pseudocolorie- ublichen Fluorochromen. 

rung des Bildesdienen. Die in US-PS 42 84 897 beschriebene Losung 

4. Anordnung nach Anspruch 1 bis 3, gekennzeich- 40 schrfinkt das fading zwar weitgehend ein, enthalt aber 
net dadurch, daB zur Verbesserung der Farbsatti- keine Mittel zur zeitlichen Analyse des Fluoreszenzvor- 
gung und des Signal-Rausch-Verh&ltnisses die Bild- ganges. 

beitrage der MeBzyklen akkumuliert mid fortlau- Zael der Erfindung ist es, eine Anordnung zur quanti- 

fend auf dem Display dargestellt sind. tativen Fluorometrie anzugeben, mit der unter Zeitein- } 

5. Anordnung nach Anspruch 1 bis 3, gekennzeich- 45 sparung die Nachteile des Standes der Technik mini- 
net dadurch, daB zusatzlich die Anregungsimpulse miert werden. 

zur Weiterverarbeitung vorgesehen sind. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine An- 

6. Anordnung nach Anspruch 1 bis 5, gekennzeich- ordnung zur quantitativen Fluorometrie anzugeben, mit 
net dadurch, daB zusatzlich das durch das Praparat der es moglich ist, Bilder der rSumlichen Verteilung des 
hindurchgehende und/oder das von diesem Prapa- 50 Fluoreszenzabklingverhaltens in Mikroobjekten im ns- 
rat gestreute Licht zur Weiterverarbeitung vorge- Bereich zu erzeugen und eine Darstellungsform f Or die 
sehenist raumliche Verteilung dieses Abklingverhaltens zu 

7. Anordnung nach Anspruch 1, gekennzeichnet da- schaffen, die eine schnelle Gewinnung der Bilder eriaubt 
durch, daB anstelle des Bildspeichers ein lang nach- und bestimmte ObjektdetaUs auf Grund der^charakteri- 
leuchtendes Display Verwendung findet. 55 stischen Impulse hervorhebt oder stetige Anderungen 

der Impulse in'Abhangigkeit vom Ort eindeutig inter- r 
Beschreibung pretierbar dargestellt werden. 

Diese Aufgabe 16st eine Anordnung zur bildlichen 
Die Erfindung kann zur bildlichen Darstellung und Darstellung und Analyse von Fluoreszenzsignalen erfin- 
Analyse von Fluoreszenzsignalen, insbesondere des Ab- 60 dungsgemaB dadurch, daB der vorteiihafterweise von 
klingverhaltens solcher Signale, angewandt werden, die einem Laser ausgehende Impuls anregender Strahlung 
z. B. bei der Erforschung der Bindung von Farbstoffen durch ein Objektiv auf die Probe fokussiert und diese 
an Substanzen in biologischen Zellen benutzt werden. Probe mittels geeigneter Mittel, z. B. gem&B einem Ra- 
Einrichtungen zur Fluoreszenzanalyse von Mikroob- ster, verschoben werden kann. Das von dem bestrahlten 
jekten, bei denen das gesamte Objekt vom Erreger- 65 Ort der Probe ausgehende Fluoreszenzlicht wird durch 
strahlungsstrom andauernd getroffen wird, sind be- eine schnell reagierende fotoelektrische Einrichtung re- 
kannt Dabei wild mittels der vom Objekt ausgehenden gistriert, wobei diese Einrichtung elektronische Tor- 
Fluoreszenzstrahlung ein Bild der Objektstruktur ent- arhaltungen, Koinzidenzeinrichtungen oder eine Stre- 
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ak-Kamera enthalten kann, mit denen der gesamte 
Fluoreszcnzimpuls oder bestimmte, zeitlich begrenzte 
Teile davon, weiterverarbeitet werden und die genann- 
ten Teile durch Wahl der Zeitpunkte ihres Beginns und 
Ertdes festgelegt werden konnen.^ ^ 

Weiterhin werden die Energie des Fluoreszenzimpul- 
ses oder eines oder mehrerer der erwahnten Teile oder 
davon abgeleitete KenngroBen als Zahlenwerte oder 
geeignete physikalische GroBen in Speicherelementen 
gespeichert, die dem bestrahlten Fleck der Probe zuge- 10 
ordnet sind, und daB der so beschriebene Ablauf der 
Messung for eine Schar Punkte des zu untersuchenden 
Objektfeldes, z. B. gemaB einem Raster, wiederholt wer- 
den kann, so daB schlieBIicb die bildliche Darstellung 
bestirnmter zeitlicher Fluoreszenzunterschiede des Pro- is 
benfeldes moglich wird. 

Die erwShnten, zeitlich begrenzten Fluoreszenzim- 
pulsanteile werden so gewahlt und/oder mit arithmeti- 
schen und/oder logischen Operatoren derart verknupft, 
daB auf der bildlichen Darstellung Objektpunkte mit 20 
speziellem Abklingverhalten ihrer Fluoreszenz hervor- 
gehoben werden, wobei eine spezielle Art der genann- 
ten Verknupfung darin bestehen kann, daB die Energie- 
werte der Fluoreszenzimpulse bzw. der Teile davon zur 
Steuerung der Grundfarben eines Farbmonhors ge- 25 
nutzt werden konnen. 

Durch mehrfache Wiederholung des Gesamtvorgan- 
ges und fortlaufende Mittelung der Werte in den Spei- 
cherelementen wird das Signal-Rausch-Verhaltnis gun- 
stig beeinfluBt 30 

Die Erfindung soli anhand von Zeichnungen naher 
erl&utert werden. Es zeigt 

Fig. 1 denschematischen Aufbau der Anordnung, 

Fig. 2 den Verlauf von Erreger- und Fluoreszenzim- 
puls. 35 

In Fig. 1 sendet ein Laser 1 eine Folge von kurzen 
Lichtimpulsen aus, deren WellenlSnge zur Fluoreszenz- 
anregung in Objekten des Pr&parates 17 geeignet ist 
Die Impulse passieren eine Anpassungsoptik 2 und ge- 
langen durch den Strahlteiler 6, das Filter 4 und die 40 
Anpassungsoptik 5, den Strahlteiler 7 und das Mikro- 
skopobjektiv 8 auf das Praparat 17, das sich in der 
Brennebene des Mikroskopobjektives 8 befindet Von 
* der getroffenen Objektstelle des Praparates 17 werden 

entsprechende Fluoreszenzimpulse ausgesandt, die 45 
nach dem Mikroskopobjektiv 8 den Strahlteiler 7, eine 
Optikkombination 16 und ein Filter 15 durchsetzen und 
auf einen schnell reagierenden Strahiungsempfanger 10 
treffen. Die ausgeldsten elektrischen Impulse am Strah- 
iungsempfanger 10 werden einem Impulsanalysator 11 so 
zugefQhrt AuBerdem erhalt der Impulsanalysator 11 
noch elektrische Impulse von der schneilen Fotodiode3, 
die vom Strahlteiler € einen Teil jedes Anregungsimpul- 
ses empf angt 

Durch Bedienelemente am Impulsanalysator 11 , 55 
durch den Computer 19 mit seinem Bedienpult 12 und 
die Zfihl- und Steuereinheit 18 kann der Impulsanalysa- 
tor 1 1 auf verschiedene Betriebsarten eingestdlt wer- 
den, die es gestatten, entweder die Energie des gesam- 
ten Fluoreszenzimpulses oder 'die Energie eines oder 60 
mehrerer Zeitabschnitte dieses Impulses weiterzuverar- 
beiten. Beginn und Ende des jeweiligen Impulsteiles ist 
durch einstellbare Zeitintervalle, die vom Eintreffen des 
elektrischen Impulses von der Fotodiode 3 bis zum ge- 
wunschten Zeitpunkt verstreichen, wahlbar. 65 

Der Impulsanalysator 11 kann audi so eingestellt 
werden, daB die weiterzuverarbeitenden Energieanteile, 
die einer wahlbaren, stets gleichen Anzahl aufeinander- 
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foigender Anregungsimpulse entsprechen, vor der Wei- 
terverarbeitung gemittelt werden. 

Die zu einem Prfiparat-Pixel gehorenden gemittelten 
oder ungemittelten Fluoreszenzenergieantetfe werden 
als Zahlenwerte in einem oder mehreren Elementen des 
Speichers 13 abgesetzt, das bzw. die dem Pbcel zugeord- 
net sind Je nach dem gewahlten Arbeitsregime wird 
stets dann mittels der vom Computer 19 gesteuerten 
Praparateverschiebungseinrichtung 9 das Praparat 17 
urn einen Schritt verschoben, wenn von einem Pixel ein 
oder eine stets gleiche Anzahl von aufeinanderfolgen- 
den Fluoreszenzimpulsen ausgewertet wurde. 

Die GrdBe und Richtung der vom PrSparat 17 auszu- 
fQhrenden Schritte ist durch den Computer 19 beliebig 
steuerbar und erfolgt vorteilhaft nach einem Raster. So 
wird das gesamte gewiinschte Objektfeld des Prapara- 
tes 17 ausgewertet und die entsprechenden Fluoreszen- 
zenergiewerte im Speicher 13 abgesetzt 

Parallel zu oder anschlieBend an diesen Vorgang wird 
der Inhalt des Speichers 13 auf dem Display 14 bildlich 
dargestellt Dabei erlaubt es die Arbeitsweise des Im- 
pulsanalysators 11, des Computers 19, des Speichers 13 
und des Displays 14, daB wahlweise ein Bild des unter- 
suchten Pr^parateteiis gemaB der Gesamtenergi der 
Fluoreszenzimpulse oder gemaB der zeitlicheri Energie- 
anteile oder gemaB mathematischer VerknUpfungen 
derselben dargestellt werden kann. Insbesondere kon- 
nen die Energieanteile oder deren VerknOpfungen auf 
dem Display 14 zur Pseudocolorierung des Bildes ver- 
wendet werden. 

In Fig. 2 ist ein mdglicher Fall des Verlauf es von Erre- 
gerimpuls 20, der durch den elektrischen Impuls von der 
Fotodiode 3 vertreten wird, und Fluoreszenzimpuls 21 
sowie einem der Impulsanteile 24, der um das Zeitinter- 
vall 22 spater beginnt als der Erregerimpuls 20 und um 
das Zeitintervall 23 spater, als der Erregerimpuls 20 be- 
ginnt, endet 
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